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【研究目的】Protein Arginine Methyltransferase (PRMT) は、タンパク質のアルギニン
残基にメチル基を付加する酵素である。哺乳類においては 10 種の PRMT が同定されて
いるが、中でも唯一組織特異的に発現しているのが PRMT8 であり、脳や脊髄といった
中枢神経系に分布している(1)。これまでに PRMT8 ノックアウトマウスが作製されてお
り、このマウスは、ニューロン形成異常や視力の低下に加え(2)、恐怖に対する記憶・学
習に障害があることが判明している(3)。これらの結果は、PRMT8 が神経機能制御にお
いて重要な役割を果たすことを示しているが、その分子メカニズムや PRMT8 の生体内
の基質は不明である。そこで、PRMT8 による神経機能制御メカニズムの解明を目指し、
神経細胞内における PRMT8 の相互作用因子を同定することを本研究の目的とした。 
【実験方法】PRMT8 の相互作用因子を探索するために、神経由来培養細胞株を用い、
BioID（近位依存性ビオチン標識）assay を行った。BioID はビオチンリガーゼ BirA*を
利用し、酵素-基質のような短時間のタンパク質間相互作用でも網羅的に検出できる手
法である (4)。はじめに、ゲノム編集技術 HITI（Homology-Independent Targeted 
Integration）により(5)、ゲノム上の ROSA26 遺伝子座に CAG promoter、PRMT8-BirA*-
HA tag CDS、polyA signal の一連の配列をノックインし、PRMT8-BirA*-HA tag 融合タ
ンパクを安定的に発現する Neuro2a 細胞（マウス神経芽腫細胞）を作製した。これら
のノックイン細胞にビオチンを添加し、ビオチン化タンパクを精製、SDS-PAGE にて展
開後、銀染色を行った。その後、LC-MS/MS による網羅的なタンパク同定を行った。同
定したタンパクの中から候補を絞り、PRMT8 との結合とその局在について共免疫沈降
と BiFC （Bimolecular Fluorescence Complementation）assay によって検証した。 
【実験結果】作製したノックイン細胞株は PRMT-BirA*-HA タンパクを安定に発現して
おり、BirA*融合タンパクはビオチン化能を有していた。細胞より精製したビオチン化
タンパクについて、LC-MS/MS による解析を行ったところ、PRMT8-BirA*-HA ノックイ
ン細胞に特異的なタンパクが 110 個検出された。パスウェイ解析を行った結果、その中
には、ニューロンの発達、神経発生、軸索誘導など神経機能を制御するタンパクが多数
含まれていた。そして絞り込んだ候補タンパク 11 個について、共免疫沈降を行ったと
ころ、4 つの因子が PRMT8 と結合することが判明した。続いて、細胞内のどこで PRMT8
と結合しているか調べるために BiFC を行った結果、4 つのタンパクとも主に細胞膜で
蛍光が観察された。 
【考察】本研究では、HITI により BioID ノックイン細胞株を樹立し、これを利用した
BioID assay の手法を確立した。また、PRMT8 の新規相互作用因子として 4 つのタンパ
クの同定に成功し、その相互作用は PRMT8 の局在同様、主に細胞膜上であることを明
らかにした。4 つのタンパクには神経系における役割が報告されているものもあり、
PRMT8 はこれらのタンパクと結合し、神経機能制御に寄与していると考えられる。 
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